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Background and Design.- Peripheral blood lymphocyte subgroups and activation
markers in bronchial asthma are studied mainly in cases with allergic or mixed
etiology. This study investigates peripheral lymphocyte subgroups and activation
markers in allergic and non allergic asthma cases and compares the results with
suitable controls.

Results.- The study population consisted of 16 patients with allergic (A) asthma (10
women, 6 men with a mean age of 32.4 £ 9.1 SD years); 14 cases with non allergic
(NA) asthma / 10 women and 4 men with @ mean age of 33.2 + 7.8 SD years) and 11
healthy (H) controls (5 women and 6 men with a mean age of 32.9 £ 8.9 SD vyears).
CD3 and CD4 were found to be increased in all (A and NA) asthma patients (p<0.01)
whereas CD19 and CD40 were found to be elevated only in A group (p<0.01). In NA
group there was an increase in CD45 RO and a decrease in HLA DR.

Conclusion.- Total T lymphocytes and helper T lymphocytes are increased in all
asthma patients. Allergic asthma patients have elevated B lymphocyte markers (CD19,
CD40); non allergic asthma patients have increased memory T lymphocytes.

Gemicioglu B, Yildirnm N, Giirel N, Adin S, Badur S. Lymphocyte subsets and
activation markers in allergic and non-allergic asthma. Cerrahpasa J Med 1998;
29 (2): 89-94.

GIiRIS &
Brons astmasi miiltifaktoryel ve poligenik bir genetik zeminde gesitli gevresel

faktorlerin etkisi ile ortaya ¢ikmaktadir.! immiinopatogenezinde, immiinolojik,
noral, noral veya immiinolojik olmayan mekanizmalar rol oynamakta ve
bunlar birbirini etkileyerek astmaya 6zgii degisiklikleri ortaya c¢ikarmaktadir.
Allerjik brons astmasi olgulannda immiinolojik ve allerjik mekanizmanm 6n
planda bulundugu, allerjik olmayan brons astmasinda ise ndral mekanizmanin

6nciil oldugu kabul edilmektedir.-

Brons astmasi immiinopatogenezinde son yillarda lenfositler {izerinde pek ¢ok

calisma vyiriitilmektedir.*® Cesitli lenfosit altgruplari ve aktivasyon
belirleyicileri kullanilarak yapilan bu calismalarda; sadece allerjik grubun

alindig1 veya kansik olgularn kullanildigi gozlenmektedir.”® Ayrica her
popiilasyon ve yasanan bolgeye Ozel farklar da olabilir. Caligmalardaki
sonucun dogrulugu secilen yontemlerle iliskilidir. Kendi popiilasyonumuzda
stabil brong astrriast olgularinda, calismalarin degerlendirilmesinde, periferik
kan lenfosit altgruplan ve aktivasyon belirleyicileri incelenirken, allerjik ve
allerjik olmayan ayiriminin geregi ortaya konmak istenmistir.

Calismada &nceden belirtilen amag dogrultusunda, Istanbul'da yasayan stabil
donemde, allerjik ve allerjik olmayan brons astmasi olgularinda ve saglkl
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sigara igmeyen goOniilli olgularda karsilagtirmali olarak, periferik kanda
lenfosit altgruplart ve aktivasyon belirleyicileri farkliliklart incelenmistir.
Ayrica ¢alismada CD2, CD3, CD4, CDB, CD19, CD56, CD23, CD25,
CD40, CD45RA, CD45R0, HLA-DR seklinde c¢ok genis bir belirleyici
secimi yapilarak bu degerlerin stabil durumdaki astma olgu gruplar ile saglikli
eriskinlerdeki periferik kan diizeyleri de karsilastirilmak istenmistir.

YONTEM VE GEREGLER &

IU Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Gogiis Hastaliklart Anabilim Dali'nda, Istanbul'da yasayan,
astma tanist alarak izlenen, stabil durumda kontrole gelmis olgular ¢aligmaya alinmigtir. Bu
olgularin klinik ve solunum fonksiyon testlerine gore hafif veya orta derecelerde persistan

brons astmasi tanisi almls11 olmalan istenmistir. Kontrol grubu olarak ayni yas grubunda
saglikli sigara igmeyen, solunum fonksiyonlart normal, deri testleri negatif goniillii olgular
caligmaya katilmistir.

Astmatik olgular diisiik diizeyde inhaler steroid veya sodyum kromoglikat, liizum halinde
veya siirekli inhaler formda b2 kullananlardan segilmistir. Olgularin en az 1 aylik stabil
durumda olmalart ve lenfosit altgruplart ve aktivasyon belirleyicilerini ve prick deri
testlerini etkileyecek ilag¢ kullanimi, ilave hastalik veya hamilelik, menstiirasyon gibi bazi
fizyolojik durumlarda olmamasi istenmistir.

Olgularin Toraks Demegi, Istanbul Astma Calisma Grubu Astma Formlari kullanilarak,
yakinmalari, kendi ve ailelerindeki atopi Oykiileri sorgulanip, fizik muayeneyi takiben
solunum fonksiyon testleri istenmistir. Solunum fonksiyon testleri Sensor Medics Wmax 22
pnomotakometre ile akim-voliim ¢izdirilerek degerlendirilmistir. Akim-voliim egrisinde en
iyi zorlu vital kapasite ve birinci saniyedeki zorlu vital kapasite degerlendirilerek, astmatik
olgularn hafif veya orta derecede olmast ve sagliklt olgularin fonksiyonel kusurlarinin
bulunmamasi istenmistir. Astma olgulannin tanilarinin emniyeti agisindan erken ve geg
bronkodilatatér cevaplan degerlendirilmis nonspesifik metakolin provokasyonlan da
yapilmgtir.

Olgulardan 8 cc vendz kan 6megi alinmigtir. EDTA'l1 tiipe alinan 2 cc ile kan sayimlarn
medonic CA 610 cihazi ile yapilip, sonuglarin normal sinirlarda olmasi istenmistir.

Bilhassa 16kosit sayis1 4000 ile 9000/mm?> arast olmasina dikkat edilmistir.

3 cc vendz kan 6rnegi serumu ile total (t) ve spesifik (s) IgE tayini yapilmistir. t ve SIgE (D
1: dermatophagoides pteronyssinus, D2 dermatophagoides farinae), Ala STAT Allergy
Immunoassay sistemi ile DPC likit faz allerjenleri kullanilarak, Mark 5 cihazi ile pipetleme,
Sophea 2000 ile spektrofotometrik okunarak ve Acer bilgisayardan degerlendirme alinarak
yapilmigtir. II. derece ve iistii pozitif sIgE cevabi olarak kabul edilmistir.

3 cc vendz kan ise heparinlenmis tiipe alinarak, bekletilmeden Istanbul Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Immiinoloji Laboratuanna ulastinlip, lenfosit altgrup ve
aktivasyon belirleyicileri aragtirilmistir. Bu islem i¢in; 100 ml heparinize kana, 10 ail
monoklonal antikor eklenip, 10 dakika oda sicakliginda karanlikta inkiibe edilmistir.
FAGS lizis soliisyonu (Cat no: 349202, Becton Dickinson, ABD) 2 ml ilave edilmistir.
Vortekslendikten soma 10 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. 1000 prm'de 5 dakika
santrifiij edilmigtir. 2 ml PBS ile 1000 rpm'de 5 dakika yikama islemi yapilmstir.
Siipernatan atilip, 1 ml %0,5 formaldehitli PBS ile siispance edilmistir. Flow cytometry'de
(Becton-Dickinson FACScan) degerlendirilmistir. Kullanilan aktivasyon belirleyicilerinin
monoklonal antikorlar ve firmalan sunlardir: CD2 Cat No 347593, CD3 Cat No 920003
(BectonDickinson ABD); CD4 Code No FR868, CD8 Code No FR 868, CD19 Code No
F0968, CD56 Code No 87127 (Dako A/S Danimarka); CD23 Cat No 33615, CD25 Cat No
30794, CD40 Cat No 33074, CD45RA Cat No 31264, CD45R0 Cat No 31305, HLA-DR
Cat No 34234 (PharMingen)

Bu arada olgularin 6n kol 6n yiizlerine lancet ignesi ile allerji deri testleri prick test olarak
uygulanmis, kontrol negatif oldugunda histaminle olusan biiliin yan ¢capindan daha biiyiik
biiller (3 mm ve {izeri olmasi istenerek) pozitif olarak degerlendirilmistir. Test materyali
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olarak ALK firmasinin soluprick seti 31 allerjeni kullanilamamaistir.

Yapilan, klinik, fonksiyonel ve allerji testleri degerlendirmelerine gore olgular 3 gruba
ayrilmis, 6nceki belirtilen durumlara uygun olmayanlar ¢alisma dis1 birakilmustir.

Allerjik grubu (A) olusturan olgularin, ailesinde veya kendinde atopi semptomlari olmasina
ve sadece ev tozu akarlanna pozitif deri testi ve sIgE ile kanitlanmig siiregen allerjisi
bulunmasina 6zen gosterilmistir. Buna gore 10 kadin, 6 erkek, yas ortalamasi, ortalama =+
standart sapma (ort+SD) 32.449.1 olan astmal1 olgular bu grupta yer almistir.

Allerjik olmayan grubun (AO) ve saglikli eriskinlerin (S), kendi ve ailesinde atopi
anamnezi bulunmamasina negatif deri testi ve ev tozu akarlarina 0 veya 1. derece sIgE
diizeyi olmasina dikkat edilmistir. Buna gore AO grupta 10 kadin, 4 erkek, yas ortalamasi
33.2+7.8 olan astmal1 olgular yer almaktadir. Saglikli eriskin grup; 5 kadin, 6 erkek, yas
ortalamas1 32.9+8.9'dur.

Yas, tIgE, solunum fonksiyon testleri, 16kosit sayis1 ve lenfosit altgrup ve aktivasyon
belirleyicilerinin sonuclan ort=SD olarak 3 gruba goére degerlendirilmis, 3 grubun
karsilagtirilmast ANOVA testi uygulanarak yapilmistir.

BULGULAR &

Yontem ve gereglerde belirtildigi {lizere yas ortalamalari arasmda anlaml
istatistiksel fark olmayan, benzer kadin/erkek oranlarina sahip ii¢ olgu
grubunda calisma yapilmustir.

Sadece ev tozu akarlarina (D. pteronyssinus veya D. farinae) pozitif deri testi
ve sIgE cevabi olan allerik gruptaki 16 olgunun; 8'inde (%50) allerjik rinit
hikayesi de bulunmaktadir. 2 olgu (% 12.5). ise deri atopisi belirtmislerdir.
Olgularin 12'sinde (%75) ailede atopi anamnezi bulunmaktadir. Total IgE
ortalamalar1 217£92 IU olup her iki gruptan da yiiksek bulunmustur
(p<0.001).

AQO astma olgular ve saglkh eriskinlerin, daha 6nce belirtildigi tizere deri testi
negatif bulunmustur. Akarlar icin yapilan sIgE cevabi da hi¢bir olguda II.
dereceye ulagsmamustir. Olgularin higbirinde baska bir atopi belirtisi anamnezi
alimmamistir. AO astma olgularinm 2'sinde (% 14.2) ailede astma anamnezi
almmustir. AO grubun tIgE ortalama diizeyi 64.2+36 1U olup S grubundaki
48.2+28 1U'dir. Her ikisi de A gruptan diisiiktiir (p<0.001).

Olgu gruplarma gore solunum fonksiyon testleri sonucglar1t Tablo I'de yer
almaktadir. A ve AO olgu gruplarnin solunum fonksiyon testleri arasinda

anlamh bir fark saptanmamustir.

Tablo 1. Olgu Gruplanna Gire Splunum Fonlsiyon

Testieri
FVCili) el FEVLM® FEVLIL FEVIEG
M 2.9=0.5 451 24098 T06=581
a0 2.8:0.7 B2:6.4 2,308 T02z73
5 3. 804 Q92 Bxh 2 3.2=04 QX 1=78

Olgularin 16kosit sayilart mm?'te ort=SD olarak; A grup: 6200+850, AO grup
5950900 ve S grup 6600+£1050 olup, gruplar arasinda anlamh fark
bulunmamaktadir. Olgu gruplarinin lenfosit altgrup ve aktivasyon
belirleyicilerinin % olarak ort+SD'lar1 Tablo II'de yer almaktadir.
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Tablo 11, Qlau Gruplanna % Olarak Lanfasst Al Gougs ve Aktivasyen Bealirbadeiler Criakamalan
Chy Oy Chx Lo PR Ch,, Ohygy Gy CDy 6y, Gy HLADR
A 5T 1.1 a4, bt LE 153 o7 el 14.53%* 57T 50.3 18k

16.5% =58 =53 = w3 ={.5 =28 =20 200 £7.4 =57 =53
Ay aze 74 i an.T a5 17.1 4.4 3.5 1.1 57 Ga.4" 104
E¥ =4.0G &6, 8 athd 242 =53 =25 =218 =340 #Hr =05 =08
] L L8 31.7 10.7 0.4 ki LN 160G 5.1 494G 14
2.4 =37 =G.4 =d.G %31 =7.1 =12  aZ 3.6 7.1 =100 £33

*paD 05, o2l 0L, a0 001

CD3 ve CDA4'lin saghkh gruba gore A ve AO gruplarda arttif1 gozlenmistir
(p<0.01). Allerjik olmayan grupta, diger gruplara gore CD2, CD45RO artmis
(p<0.05) HLA-DR azalmis (p<0.05) bulunmustur. Allerjik grupta ise CD19,
CD40 diger gruplara gore artmustir (swrast ile p<0.01, p<0.001). Istatistiksel
anlamlilik gozlenmemis olmasina karsin, Allerik gruptaki diisik CD8 ve
CD56 oranlar dikkat ¢ekici olarak gézlenmistir.

Bir diger 6nemli nokta CD23 ve CD25'in her iki astmatik olgu grubunda ve
saglikli olgularda, stabil donemde farklilik gostermemis olmasidir.

TARTISMA &

A, AO ve S seklinde 3 ayn grup olgunun, lenfosit altgrup ve aktivasyon
belirleyicilerinde, genelde dikkati ilk ¢eken sonug farkli bulgularn gézlenmis
olmasidir. Bu da olgularm degisik immiinolojik isleyise sahip olmalarinin bir
gostergesi sayilabilir.

Calismada, saglikli olgularla, astmatik stabil olgularin ayrimindaki en belirgin
ozellik, total matiir T lenfositlerin (CD3) ve helper T lenfositlerin (CD4) hem
A, hem de AO olgu gruplarinda artmis olmasidir. CD3"in A ve AO olgularda
artist CD4'deki artisla paraleldir. Su halde stabil dénemde dahi astmatik
olgularda CD4 aktivitesi siirmektedir.

Azzawi ve arkadaslari'! stabil durumdaki atopik astmatikler, non astmatik
atopik olgular ve nonatopik saglikli kontrollerin, santral ve subsegmental brons
mukoza biyopsilerini incelediklerinde iki ayri dereceden farkli sonuclar elde
etmiglerdir. Santral bronstan mukoza biyopsilerinde CD3, CD4, CDB, CD25
atopik astmatiklerde diger iki gruba (non astmatik atopik ve non atopik saglikl
olgular) gore artmig olarak gozlenmistir. Subsegmental biyopsilerde CD3,
CD4, CD8'de atopik astmatiklerle diger gruplar arasinda fark bulunmamustir.
Bu bulgular mukoza biyopsilerinde de alinan yere gore degisik sonuglar elde
edildigini gostermektedir. Bu karmasik durum olgularin hastalik dereceleri ile

de iliskili gériinmektedir. Synek ve arkadaslar® astmadan 6len olgularda, ciddi
astmada intraepitelyal CD3 diizeyinin diistiiglinii gostermislerdir. Richmond

ve arkadaslar da’ cesitli derecelerdeki astmatik olgularn degisik zamanlarda
(stabil donemde olmak {izere), brong mukoza biyopsisi alarak intraepitelyal T
lenfositlerini incelemisler ve farkli sonuglar elde etmislerdir. Bu nedenle ayni
olgularin degisik zamanlarda incelenmesinin kanda da farkli sonuglar verip
vermeyecegi goz ardi edilmemelidir.

Intrensek (AO) olgularda CD3 ve CD4 lenfositleri i¢in Walker ve

arkadaslar'? atopiklere gore diisiik diizey saptamuslarken Bentley ve

arkadaslalrl13 calismamizdaki gibi artrms CD3 ve CD4 belirleyicileri

gozlemislerdir. Cahismamizda CDS8 (suppresor/sitotoksik) lenfositler A
grubunda daha diisiik goriilmesine ragmen, diger gruplarla anlamh farklilik
otaya konamamustir. Literatiirdeki ¢alismalarda benzer ve farkli sonuglar
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gézlenmistir.5'7’14 periferik kanda astmatik olgularda Baric ve arkadaslar!>

CDS8 diizeyini diisiik saptamislar ve IgE diizeyi artis1 ile korele oldugunu
gostermiglerdir.

Calisgmamizda allerjik olgularda tIgE diizeyindeki artisa paralel olarak CD19
ve CD40'da anlaml artiglar saptanmistir. CD19 ve CD40 ile t IgE diizeyi
arasinda ileri derecede korelasyon bulunmustur. Ayrica stabil donemde de B
lenfosit aktivitesinin siirdiigiiniin isaretidir. Bu bulgular allerjik olgulann
aymminda c¢alismadaki en Onemli parametre olarak gozlenmistir. Bu bulgu

Renard ve arkadaslarnnin'® aktive T lenfositlerinin CD40 ekspresyonunu
artirarak B lenfositeleri prekiirsorlerini prolifere ettiklerini gostermeleri ile de
uyumludur.

Caligmamizda gozlenen bir diger bulgu A grubunda NK hiicre
belirleyicilerinden CD56'larin, saglikli olgulara gore diisiik oldugudur.
Istatistiksel anlamlilik gdsterilememis omasma ragmen bu durum astmada
artmis prostaglandin sentezinin CD56 belirleyicisi tastyan NK  hiicrelerini
baskilamasi ile agiklanabilir. Literatiirde NK hiicrelerinin astma daki durumlar
celiskili sonuglar vermektedir.

Cesitli calismalardaki bulgular IL-2 reseptorii CD25'in bilhassa akut evrede ve
atopik olgularda arttigini gésterrnektedir.7'9’14 CD25'deki artisini, Corrigan ve
arkadaslar' 7 brons obstriiksiyonun artmasi ile paralel gittigini de ortaya

koymuslardir. Metzgen ve arkadaglar'® ise allerjen provokasyonundan soma
kompartmanlagsma nedeni ile periferik kanda CD25 diizeyinin diistiigiinii
gozlemislerdir. Caligmamizdaki olgularda gruplara goére CD25 diizeyinde
anlamh farklilik saptanmamustir. Bu durum, bilhassa atopik olgularda artmamis
olmasi; olgularin stabil olmalari, agir obstrikksiyonlarinin bulunmayis1 veya
kompartmanlagsmadan kaynaklanmasi olasiliklarmi diisiindtiirmiistiir. HLA-DR
belirleyicisinin allerjik olgularda artmast ve AQ'da azalmasi literatiirde

beklenen bir bulgudur.”?1214 Calismamizda AO gruba gore allerjik
olgularda artis oldugu gozlenmis, ancak saglikli grupta da goézlenen artis
nedeniyle istatistiksel anlamlilik gbzlenememistir. Calismamiz
popiilasyonunda saglikli olgularda allerjik olgularla aymi diizeylerde olan
HLA-DR artis1 veya AO astmada diisiik kalis1 sorgulanmasi gereklidir. Ayni1
popiilasyonda sagliklilarda yapilacak caligmalarla durum gézden gegirilmeyi
gerektirmektedir.

FeRII reseptorii CD23 ekspresyonunun, CD19 ve CD40 artiglar ile de paralel

olarak allerjik olgularda arttigi bildirilmistir.!*161920  Caligmamizda bu
bulgunun ortaya konmamis olmasi olgularin akut evrede olmamasindan stabil
donemde bulunmalarindan kaynaklanabilir. Ancak saglikli grupta daha yiiksek
bir diizey gozlenmesi kompartmanlasma nedeni ile periferdeki diizeyin diisiik
kalmis olabilecegini de akla getirmektedir. CD45R0, hafiza T hiicre reseptorii
olup, gec astmatik cevapta rol alir ve eozinofil aklimiilasyonu ile paralel

diizeylerde seyretmektedir.?! Intrensek, AO astmada saghklilara gore artmug

eosindfil infiltrasyonu brons mukoza biyopsilerinde ortaya konmustur.!> Bu
nedenle calismamizda S gruba gore, AO grupta artmis CD45RO diizeyleri,
eozinofil akiimiilasyonunun ve ge¢ astmatik cevabm yansimasi olarak
gozlenmistir. Ancak allerjik olgularda artisin saptanmayisi perferik kana stabil
atopiklerde bulgularin yansimamis olabilecegini akla getirmistir.

Sonug olarak, lenfosit altgrup ve aktivasyon belirleyicilerinin gruplar arasi
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farklihklarinin, periferik kanda da saptanmis olmasi, bilhassa ilag etkilerinin
aragtirilacagi calismalarda, ¢cok ayrintili olgu se¢imlerinin gerekliligini ortaya
koymustur.

OZET &

Stabil brons astmasinda periferik kanda lenfosit altgruplart ve aktivasyon
belirleyicileri ile ilgili yapilan, ¢esitli terapotiklerin etkilerini veya diger hastalik
gruplari ile aymrimini gésteren pek ¢ok calisma bulunmaktadir. Bu ¢aligmalarda
sadece allerjik grup veya karisik olgular kullaniimaktadir. Y ontemlerin
dogrulugunu irdeleyebilmek amaci ile allerjik ve allerjik olmayan Istanbul'lu
astmali olgularda ve saglikli sigara igmeyen erigkinler ile kontrollii olarak,
lenfosit altgruplar ve aktivasyon belirleyicileri arastirilmustir.

Allerjik grup 10 kadm, 6 erkek, yas ortalamasi 32.4+9.1; allerjik olmayan grup
10 kadin, 4 erkek, yas ortalamasi 33.2+7.8 olup; saglikl eriskin grup 5 kadin,
6 erkek yas ortalamasi 32.9+£8.9'dur. Allerjik olgular sadece ev tozu akarlarina
anamnez, deri testi ve sIgE ile kanitlanmig allerjisi bulunanlardan secilmistir.
Astmatik olgular, hafif ve orta grup olup, sistemik bir ila¢ kullanmamasi
istenmigtir. "Flow cytometry" ile CD2, CD3, CD4, CDS8, CD19, CD56,
CD23, CD25, CD40, CD45RA, CD45RO, HLA-DR belirleyicilerine
bakilmistir. Anova testi ile farkli olan grup degerlendirilmistir.

CD3 ve CD4"in saglkli gruba gore p<0.01 istatistiksel anlamlilik ile allerjik
ve allerjik olmayan gruplarda birbirine paralel olarak artti§1 goézlenmistir. Bu
bulgu stabil donemde de astma olgularinda total ve helper T lenfositlerin aktif
oldugunun isaretidir. Allerjik olmayan grupta diger gruplara gore CD2,
CD45R0O, HLA-DR p<0.05 istatistiksel anlamlilikla farkli bulunmustur. Bu
durum allerjik olmayan astma olgularinda hastalik seyrinin daha ciddi
olabilecegini diisiindiirmektedir. Allerjik grupta ise CD19, CD40 p<0.01 ve
p<0.001 anlamlilikla diger gruplardan artmis bulunmustur. Bu allerjik grupta
stabil donemde de B lenfosit aktivitesinin artmis oldugunun gostergesidir.

Stabil donemde allerjik ve allerjik olmayan astma olgularmin periferik kan
lenfosit altgrup ve aktivasyon belirleyicilerinde farkli artiglar oldugu ve
astmada gelecek c¢aligmalarda ayrintili olgu secimlerinin gerektigi sonucuna
varilmistir.
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